ヒジキの骨粗鬆症予防作用 by 大野 将人
ヒジキの骨粗鬆症予防作用












平成 21 年度 




































































寿国であり、厚生労働省の調査によると、2008 年度の時点での日本人の平均寿命は、男性で 79.29 歳、


































































日本国内において、現在約 1,100 万人の骨粗鬆症患者がいると推定されている 4)。また、2009
年 9 月 15 日現在の総務省の調べでは高齢化率（65 歳以上の高齢者人口が総人口に占める比率）
が 22.7％となり 5)、2025 年には 30％程度になると予想されている。特に女性では高齢率が 25.4%




























や IL-1（Interleukin-1）、IL-6（Interleukin-6）、PGE2 (prostaglangin E2)などの増加を引き起こす。
これらは骨芽細胞へ作用し、骨芽細胞より M-CSF（Macrophage-colony stimulating factor: マクロフ




に発現した RANK と骨芽細胞から発現された RANKL の結合により、前破骨細胞への分化、多核化が
起こり、成熟破骨細胞が形成されると推定されている 6, 7)。腸管ではカルシウム吸収促進として作用す
るビタミン D3も、骨組織中では主に活性型ビタミン D3（以後 1,25(OH)2D3と表記）として存在し、





























・TNF-α : Tumor necrosis factor-α(腫瘍壊死因子)       ・RANKL  : Receptor Activator of NF-κB Ligand
・PGE2 : Prostaglangin E2 ・M-CSF : Macrophage-colony stimulating factor
・V.D3 :  1,25(OH)2D3 (活性型ビタミンD3)
・PTH : Parathyroid hormone (副甲状腺ホルモン)
・IL-1   : Interleukin-1






























































































のスクリーニングを行った。添加濃度 50 μg/ml で骨芽細胞分化促進効果の有効性が確認された抽出物
に関して、濃度を 100 μg/ml から段階希釈し 6 種類の添加濃度群を用意し、再現性の確認実験を行っ
た。 
その後、効果のみられた抽出物に関して、２次スクリーニングとして卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデル
















 抽出物サンプル添加濃度 50 μg/ml にて行った１次スクリーニングの結果を図５~７、に示した。 
実験方法は第４章にて後述する、株化骨芽細胞培養による分化誘導実験を用い、骨芽細胞の分化マー
カーである ALP（アルカリフォスファターゼ）活性を測定した。結果は、サンプル無添加の Control
群の ALP 活性値を 100％とした百分率で示し、Control 群に対し有意に高いかつ顕著な ALP 活性増加
作用がみられたサンプルを有効性ありと判断した。（図中で緑色で表示したもの） 
 
またこの後、有効性がみられたサンプルに関して 3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml の濃度で再
現性の確認実験を行い、図８、図９に結果を示した。その結果、西表サンプル 60、75、82、伊豆サン










































サンプルを 50 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を培養、培養




























サンプルを 50 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を培養、培養




























サンプルを 50 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を培養、培養












サンプルを 3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細
胞 MC3T3-E1 を培養、培養 9 日目の ALP 活性を評価した。各データは 2 ウェルの平均値±標準誤
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西表サンプル４９ 西表サンプル６０ 西表サンプル７５ 
西表サンプル７８ 西表サンプル８２ 伊豆サンプル２ 










サンプルを 3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細
胞 MC3T3-E1 を培養、培養 9 日目の ALP 活性を評価した。各データは 2 ウェルの平均値±標準誤
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  卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスへ各サンプルを 100 mg/kg/day、または 500 mg/kg/day 投与








 １）株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を用いた１次スクリーニング 
およそ 231 検体試験を行い、18 検体に顕著かつ Control に対する有意な ALP 活性の増加がみら
れたため、有効性ありと判断した（図５～７）。 
   この 18 検体をそれぞれ、3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml の添加濃度を用意し再試験した




  株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を用いた１次スクリーニングにて有効性がみられた 10 検体のうち 4 検
体、有効性がみられたサンプルの類似サンプル 4 検体、およびその他の植物サンプル 16 検体を試験
した結果、4 検体に骨量減尐抑制作用がみられた。再現性が確認できたものは 1 検体であった。 
 
３）有用性が期待できるサンプル 














第３章  卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおけるヒジキの効果（in vivo） 
 
３－１ はじめに 




























メタノール（和光純薬工業）を加え、室温にて 5 日間抽出を行った。 
 得られた濾液を減圧下で濃縮し、さらに凍結乾燥を行った。得られた暗褐色粉末をヒジキメタノール
抽出物（Sargassum fusiforme Methanol Extract : SME）とした。収率は 1.5%であった。 
 
２）実験動物、飼育、管理 
 実験動物は、ddY：SPF マウス（日本エスエルシー）を用いた。マウスは、温度 25±0.5℃、湿度





鈎・曲・虹彩ピンセット、先鋭・曲ピンセット（No. 7）持針器、縫合針（眼科用角針 – 00 など）、縫
合糸（ナイロン 7 - 0）、バイポーラ止血ピンセット（器具はすべて夏目製作所で購入）、保定板（10×
15 cm の発砲スチロール板に輪ゴムを縦横にかけて亣差させ作成した。） 
  
４）卵巣摘出マウスの作成 21) 
 閉経後骨粗鬆症のモデル動物として、マウスに卵巣摘出手術（Ovariectomy : OVX）を行うことに
よりエストロゲンを欠乏させた。これにより擬似的な閉経後の環境を作り出し、骨量減尐を生じさせ
た。実験には、4 週齢、雌性、ddY マウスを用いた。 
全身麻酔剤としてラボナール（田辺三菱製薬株式会社）を 0.9%生理食塩水にて 1/4 に希釈したものを





腰椎の中心辺りで縦に 1 cm 程度メスで切皮した。モスキート止血鉗子で鈍性剥離した後、尾部を手前
に向け、切開部を腰椎の左側に移動させ、左側の卵巣を確認した。先鋭・曲・ピンセットの先端を閉




最後に表皮を 7-0 ナイロン糸で 2 針縫合した。 




 卵巣摘出マウスへの投与は、Sham-operated Control 群、OVX Control 群には蒸留水を、OVX + SME
投与群にはヒジキ抽出物を蒸留水に溶解したものを投与試料とした。ゾンデを用い、5 週間、週 5 日、
1 日 0.2 ml 強制経口投与を行った。マウスは以下のように 5 群に群別した。 
 
＜群別＞ 
A 群：Sham-operated Control     
B 群：OVX Control 
C 群：OVX + SME  100mg/kg 
D 群：OVX + SME  500 mg/kg 
 
 
６）大腻骨乾燥重量の測定 21, 22) 
 マウスを、頸椎脱臼により死亡させた後、大腻骨を摘出し筋組織、腱などを丁寧に取り除き、60℃   
23 
 


























































偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した大腻骨の
乾燥重量を Dry Weight of Femur として示した。 












































   




偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME を 500 mg/kg（D）蒸留水に溶解したものを、週 5 日連続 5
週間、0.2 ml 強制経口投与した。大腻骨乾燥重量を測定後、大腻骨を砥石で半分削り、骨髄を洗
い流し、顕微鏡下で大腻骨の内部構造を観察した。 








偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。大腻骨乾燥重量を測定後、大腻骨
を砥石で半分削り、骨髄を洗い流し、顕微鏡下で海綿骨の存在範囲を測定した。 











































体重は手術日から 1 週間ごとに測定した。偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 
(Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 
mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投
与した。 
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偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り子宮重量を Uterine Weight /Body Weight として示した。 









































偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り肝臓重量を Liver Weight /Body Weight として示した。 





































偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り腎臓重量を Kidney Weight /Body Weight として示した。 








































偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り脾臓重量を Spleen Weight /Body Weight として示した。 






































偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り傍子宮脂肪組織重量を Adipose Tissue Weight /Body Weight として示した。 

























































進行させることの両方が考えられるため、次章では細胞を用いて in vitro での影響を試験した。 





















骨芽細胞は、間葉系幹細胞から分化する骨形成細胞である 26)。BMP（Bone Morphogenetic Protein:
骨形成因子）、FGF（繊維芽細胞増殖因子）、IGF（インスリン様増殖因子）、などのサイトカイン
や PTH(parathyroid hormone: 副甲状腺ホルモン)など多くの液性因子が、骨芽細胞に直接作用し
て、増殖や分化に重要な役割を果たす事が知られているが、骨形成における必須性や、骨芽細胞
分化過程における時系列的な関与は不明な点が多い。 
BMP は TGF-β スーパーファミリーに属す液性因子であり、1952 年に凍結失活骨や脱灰骨など
が異所性軟骨内骨化を引き起こすことにより命名され、1988 年に遺伝子がクローニングされて以






（osteocalcin : オステオカルシン）、OPN（osteopontin : オステオポンチン）、Col I（type I 















マウスの骨芽細胞と造血系細胞に 1α,25(OH)2D3、PGE2、あるいは PTH を添加すると、6～8 日
後に破骨細胞が出現する 33)。この共存培養系において、造血細胞と骨芽細胞の接触を阻止すると
破骨細胞は形成されないことから、破骨細胞の分化に骨芽細胞が供給する微細環境が重要な役割




んだ。RANKL やその受容体である RANK をノックアウトさせたマウスの骨組織には破骨細胞が
ほとんど存在せず、骨髄腔がほとんど骨で満たされた大理石骨病のような症状を呈することから
RANKL シグナルが生体における骨吸収レベルを最終的に決定する重要な役割を果たすことが示
唆された。RANKL は TNF ファミリーのサイトカインの一種で、1,25(OH)2D3、PGE2、あるい
は PTH などの骨吸収因子によって骨芽細胞上に発現誘導され、破骨細胞分化を促進する 6,7)。こ
れらの発見によって、破骨細胞分化に必要とされていた骨芽細胞のような分化支持細胞なしでも、


































 粉末の α-MEM 培地（大日本住友製薬）10 g を蒸留水 1 l に溶解させ、7.5%炭酸水素ナトリウム溶    
液 28 ml 添加した。スターラーを用いて溶解させた後、pH を 6.8～7.3 に調整した。pH 調整後、滅菌
フィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存した。保存した培地に、使用直前に非道化処理したウシ胎
児血清（Fetal Bovine Serum：FBS）を 10%添加し、細胞培養に用いた。 
本研究では検討の後、EQUITECH-BIO, INC の lot No.107197 の FBS を用いた。 
 
２）リン酸緩衝液（PBS(-)）の作製 




マウス由来骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 を 4 ×104 cells/ml を 96 well-plate に 100 l/well
でまき、3 日間 37℃、5% CO2下でプレインキュベートした。3 日後、そこに BMP-2 (終濃度 50 
ng/ml～ng/ml)または SME(終濃度 100 μg/ml～μg/ml)を加え、全量を 200 l/well とした。培養
6 日目に培地亣換を行い、9 日目に骨芽細胞分化指標である ALP 活性と細胞の生存率を MTT 活
性にて測定して SME が及ぼす骨芽細胞の分化能を評価した。ALP の測定にはラボアッセイ
TMALP 測定キット（和光純薬工業）を用いて、405 nm の吸光度を測定した。 
 
４）骨髄細胞の採取法 
ddY マウスの雄性 5～8 週齢（日本エスエルシー）を頚椎脱臼で屠殺し、70％ エタノールで全
体を消毒した。後肢の皮膚を切開し、脛骨・大腻骨を採取しシャーレ上で付着筋肉を丁寧に剥離
した。脛骨・大腻骨の両骨端を切り落とし、23 G の針を付けたシリンジを用いて α-MEM で骨髄
39 
 
細胞を洗い出した。採取した骨髄細胞を 1550 r.p.m.で 5 分間遠心分離した。上清を吸引除去し、




 ddY マウスを亣配させ、新生児マウスを 10~20 匹得た。生後 5 日以内の新生児マウスを 70%エタノ
ール中で屠殺した。頭部皮膚を剥離した後、頭蓋骨を摘出し、シャーレ上で付着した筋肉や血管を出
来る限り取り除き、PBS(-)で洗浄した。洗浄した頭蓋骨を 0.1%コラゲナーゼ（和光純薬工業）溶 α-MEM
培地、5 ml に浸し、37℃の恒温槽にて 5 分間振とう（100 rpm）した。この最初の細胞浮遊画分を捨
て、0.1%コラゲナーゼ溶 α-MEM 培地 10 ml を添加し、37℃の恒温槽にて 20 分間振とうした。この
後、新しい酵素溶培地 10 ml に入れ替えて振とうをもう 2 回行い、細胞浮遊液計 30 ml を得た。 
細胞浮遊液を 1550 rpm で 5 分間遠心分離し、得られた細胞を 10%FBS 含有 α-MEM 培地に溶解し再
び1550 rpmで5分間遠心分離を行い、その後培養フラスコに入れ5% CO2下でインキュベートした。 
3 日後、PBS(-)洗浄および培地亣換を行い、再び 1 週間インキュベートした。骨芽細胞様間質細胞が増
殖した事を確認し、コンフルエント後に 0.25%トリプシン-EDTA 溶液（GIBCO）を用いて細胞を回収




細胞様間質細胞 2.5×10６ cells を培養液（10％FBS 含有 α-MEM）25 ml に懸濁させ、96 well-plate
に 100 l/well でまいた。1,25(OH)2VD3（4.166 ng/ml）、PGE２（0.705 l/well）およびヒジキ抽
出物を添加し、全量を 200 l/well とした。CO2インキュベーター（37℃、CO2濃度 5.0％）で培
養した。3 日目に各 well の培養上清液 100 l を静かに除去した。11.06 ng/ml の 1,25(OH)2VD3、
0.93 l/well の PGE２を 75 l/well と、SME を培養開始時の添加濃度の２倍の濃度を 75 l/well
で添加し全量を 200 l/well とし、CO2インキュベーターでさらに 3 日間培養した。培養開始より
40 
 
7 日目に成熟破骨細胞を TRAP 染色法で評価した。 
 
７）ALP assay 
ALP の測定にはラボアッセイ TMALP 測定キット（Wako）を用いた。96well-plate にて培養し、
10%ホルマリン-PBS(-)にて固定した細胞上に、キットの方法通りに作製した基質溶液を 100 
μl/well 加え、37℃で 20 分間インキュベートし発色させ、吸光度 405 nm 測定した。 
 
８）TRAP 染色法 
破骨細胞の形成数は (TRAP) 染色により行った。培養 6 日目に多核破骨細胞の形成を顕微鏡下
で確認した後、培養液を除去し、10％ホルマリン含有 PBS(-)溶液を 50 l/well 加えて 10 分間固
定した。エタノール 100 l/well 加え 1 分間再固定した。5 分間乾燥させた後、TRAP 反応液を 50 
l/well 加え、室温で約 20 分間染色した。染色した後、蒸留水で洗い乾燥した。TRAP 陽性であ
り、核を 3 つ以上有する細胞を TRAP 陽性多核細胞として１well 当たりの個数をカウントした。
TRAP 反応液の調製は以下の通りとした。Naphthol as-mx phosphate（Sigma）1.5 mg を 150 l
の N,N-ジメチルホルムアルデヒド（和光純薬工業）に溶かした（A 液）。15 ml の buffer（50ｍ
M 酒石酸 Na を含む 0.1M 酢酸 Na 緩衝溶液 pH=5.0）と、fast red violet lb salt（Sigma）を 9 mg
加えた（B 液）。B 液に A 液を混ぜた。この染色液は長時間保存できないため随時調製した。 
 
９）MTT assay 
生細胞数は MTT assay により評価した。培養後、培養液を除去せず、1 mg/ml の MTT 試薬を
100 l/well で添加した。CO２インキュベーター（37℃、CO２濃度 5.0％）で 2 時間培養した。培
養液をアスピレーターで除去し、ジメチルスルホキシドを 100 l/well 加え 570 nm の吸光度を測
定した。MTT 試薬の調製は以下の通りとした。 






株化骨芽細胞 MC3T3-E1 細胞培養系を用いて骨芽細胞分化への作用の再現性を確認した。 今
回はポジティブコントロールとして、骨形成たんぱく質である BMP-2 を添加した実験も同時に行った。 
株化骨芽細胞 MC3T3-E1 の 10 日間培養実験において、骨形成たんぱく質 BMP-2 が添加濃度依存
























【図２０】SME の株化骨芽細胞 ALP 活性への影響 
 
株化骨芽細胞 MC3T3-E1に骨形成たんぱく質 BMP-2を 25、50、100 ng/ml、ヒジキ抽出物（SME）
を 1.56、3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml 添加して 10 日間共存培養を行った。SME 無添加
の Control を 100%とし、図中に点線で示した。 


































ら破骨細胞誘導因子は、骨芽細胞に作用し RANKL や M-CSF などの因子を放出し、M-CSF によ
り RANK を発現した骨髄細胞（破骨細胞前駆細胞）と RANKL が結合することで、多核の破骨細
胞が形成される。 
培養 6～8 日後、破骨細胞のマーカー酵素として広く用いられている酒石酸抵抗性酸フォスファ
ターゼ（TRAP）染色により破骨細胞を染色し、細胞の生存率を MTT 活性で評価した。 
TRAP 染色により染色された多核の破骨細胞の数を顕微鏡下でビジュアルカウントし、破骨細胞









































(Scale Bar = 200 μm) 
骨髄細胞と骨芽細胞をPGE2および1,25(OH)2VD3存在下で、ヒジキ抽出物（SME）も同時に3.13、
6.25、12.5、25、50、100 g/ml 添加して 7 日間共存培養を行った。 
 
SME  0 g/ml 添加 
SME  25 g/ml 添加 








6.25、12.5、25、50、100 g/ml 添加して 7 日間共存培養を行った。SME 無添加の Control 群を 100%
とした。 










































































  その結果、ジクロロメタン層およびヘキサン層に活性がみられ、薄層クロマトグラフィ （ーTLC）
にて各抽出層のスポットを確認したところ、かなり類似していた。このため、ジクロロメタン層お
よびヘキサン層を混合し、シリカゲルカラムにて、ヘキサン：酢酸エチル＝２：１（２ vol.）⇒ ヘ
キサン：酢酸エチル＝１：２（２ vol.）⇒ 酢酸エチル（１ vol.）⇒ メタノール（２ vol.）の順
















______Water : EtOAc = 1 : 1 
活性成分 






















養実験にて、それぞれの分画物を 3.13、6.25、12.5、25、50 g/ml (0g/ml = Control)の濃度
で添加し、培養 9 日目の ALP 活性を評価した。 





































キサン：酢酸エチル＝１：２（２ vol.）⇒ 酢酸エチル（１ vol.）⇒ メタノール（２ vol.）の順で



























________________Water : EtOAc = 1 : 1 
__90%MeOH : Hexane = 1 : 1 __60%MeOH : CH2Cl2 = 1 : 1 
__Silica colum(100g)  






























【図２６】Fr. 1～Fr. 9 の TLC 分析結果 
 
オープンカラムにて得た Fr. 1～Fr. 9 を、TLC を用い分析した。 






破骨細胞形成抑制活性がみられた Fr. 3、Fr. 4 
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Fr.４                           Fr.５                Fr.６ 
  
 
【図２７】SME 分画物（Fr. 1~Fr. 6）の破骨細胞形成抑制試験 
骨髄細胞と株化骨芽細胞の共存培養に SME 分画物を、Crude 抽出物換算で 50、100、200、400 g/ml 
(0g/ml = Control)となる濃度にてそれぞれ添加し PGE2、1,25(OH)2VD3存在下で 7 日間培養した。  
各データは４ウェルの平均値±標準誤差を示す。 
MTT 活性（+ : P < 0.05 vs. Control） 
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【図２８】SME 分画物（Fr. 7~Fr. 9）の破骨細胞形成抑制試験 
骨髄細胞と株化骨芽細胞の共存培養に SME 分画物を、Crude 抽出物換算で 50、100、200、400 g/ml 
(0g/ml = Control)となる濃度にてそれぞれ添加し PGE2、1,25(OH)2VD3存在下で 7 日間培養した。  
各データは４ウェルの平均値±標準誤差を示す。 
MTT 活性（++ : P < 0.01, +++ : P < 0.005 vs. Control） 






































































SME を卵巣摘出マウスに 5 週間投与することにより、卵巣を摘出したマウスの体重当たり大腻
骨乾燥骨重量の減尐を有意に抑制した。また、大腻骨において海綿骨の減尐を有意に抑制した。
肝臓、腎臓、脾臓、傍子宮脂肪組織などの重量には SME 投与による影響がみられなかった。 
 
２．細胞培養系におけるヒジキ抽出物(SME)の作用 
  株化骨芽細胞 MC3T3-E1 細胞培養実験にて、骨形成タンパク質である BMP-2 が ALP 活性を
濃度依存的に上昇させる培養条件下において、SME を添加した細胞においても、添加濃度依存的









のことより SME に含まれる脂溶性の成分が活性物質である事が示唆された。 
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